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FUCO-OLIGOSACCHARIDES, ENZYME POUR LEUR PREPARATION 
A PARTIR DES FUCANES, BACTERIE PRCDUCTRICE DE L'ENZ-YME 
ET APPLICATIONS DES FUCO-OLIGOSACCHARIDES A 
UL PROTECTION DES PIANTES 

L' invention a pour objet des fuco-oligosaccharides 
particuliers obtenus a partir des f ucanes . 

Elle a 6galement pour objet vine enzyme propre k la 
preparation desdits fuco-oligosaccharides par hydrolyse 
enzymatique des f ucanes; elle vise de plus une bact^rie 
productrice de 1' enzyme et la preparation de cette enzyme k 
partir de la bact^rie. 

Elle a enfin pour objet 1 ' application de ces fuco- 
oligosaccharides k la protection des plantes- 

Les fucanes sont des polysaccharides k base de a-L- 

fucose. 

lis peuvent Stre extraits de la parol des algues 

birunes . 

lis peuvent egalement §tre extraits des 
echinodermes . 

On a ddjl prepare"; par hydrolyse acide ou- 
radicalaire, des fractions oligosaccharidiques k partir des 
fucanes . 

Diverses activit^s biologiques ont et6 etudiees tant 
en rapport avec les fucanes qu'en rapport avec certaines 
fractions de plus faible poids mol4culaire. 

L' invention vise des fuco-oligosaccharides 
particuliers, une enzyme pour leur preparation et leurs 
applications dans le domaine de la protection des plantes . 

Les fuco-oligosaccharides conformes a 1' invention 
sont sulfates et ont un degre de polymerisation de 4 k 100. 
de preference de 4 a 20 unites a-L fucose; deux d'entre eux 
sont caracterises par les formules developpees I et II 
representees a la figure 1. 

Conformement a 1' invention, ils sont prepares par 



hydrolyse enzymatique a partir des fucanes en faisant agir 
sur cexix-ci une enzyme que la Societe Demanderesse a eu le 
m^rite d'isoler. 

Cette enzyme est secretee par une souche bact^rienne 
k activite f ucanolytique que la Soci6t6 Demanderesse a 
obtenue k partir des boues industrielles utilisees pour le 
traitement des effluents, riches en fucanes sulfates, d'une 
usine d' extraction d' alginates. 

Pour ce faire, elle a proc6d6 comme suit, 
Des boues, pr^lev^es dans les bassins d' oxygenation 
et de d^cantation d'une station d'^puration situee en aval 
d'une usine d' extraction d' alginates, sont utilis6es comme 
inoculum d'un milieu pauvre k base d'eau de mer filtree 
contenant 2 g/1 de fucane. 

En travaillant sur des parties aliquotes du milieu 
de culture ainsi constitu^, on effectue chaque jour le test 
dit I'albumine s^rique bovine" (ou BSA) . 

Le principe de ce test est fonde sur le fait que les 
polysaccharides anioniques s'associent, en milieu acide, 
avec I'albumine chargee positivement , provoquant ainsi xane 
precipitation de 1' ensemble des complexes formes. 

Au contraire, les oligosaccharides et les oses ne 
sont pas pr6cipites ou flocul6s car ils sont de trop faible 
poids moleculaire ^ pour donner lieu k la formation d'un 
complexe insoluble. 

En vue du test BSA, on introduit 600 ]il du 
surnageant de culture dans un microtube de 1 ml et on 
centrifuge. 

Le surnageant, ^ savoir 500 \xl, est transfdre dans 
un autre tube et m^lang^ ^ 2 ml de solution de BSA acide 
constitute par 3,26 g d' acetate de sodium, 4,56 ml d' acide 
acetique glacial et 1 g de BSA dans 1 1 d'eau distillee, le 
pH etant de 3,72 ^ 3,78. 

On traite parall^lement un temoin qui est constitut 
par 500 \xl de surnageant de culture sans inoculum. 



Compte tenu des explications qui precedent, la 
formation d'un troxible identique a celui qui se produit dans 
le t^moin indique qu'il n'y a pas eu de degradation du 
polym^re; par centre, dans le cas ou le trouble est moindre 
5 ou inexistant, on conclut a la presence, dans la culture 

bact^rienne, d'une activite enzymatique specif ique du 
f ucane . 

Le test s'est aver^ positif au bout de 7 jours 
d' incubation du f ucane en presence de I'inoculiom d^crit plus 
10 haut . 

Une par tie aliquote du milieu de culture 
correspondant est alors 6tal6e sur bolte de P^tri contenant 
le milieu connu sous 1 ' appellation Zobell-Fucane, qui est 
constitu6 par le milieu Zobell (1941) additionn^ de fucane 
15 a 2 g/1 et solidifi6 par de I'agar k 15 g/1. 

La composition du milieu Zobell [Zobell CE(1941) 
"Studies on marine bacteria. I- The cultural requirements of 
heterotrophic aerobes" paru dans J. Mar. Res., 4 : 41-75] 
est comme suit: 
20 Bacto-peptone Difco 5,0 g 

Extrait de levure Difco 1 , 0"g 
Eau de mer filtr^e 800 ml 

Eau distill^e q.s.p. 1 1 

On constate la formation dans la bolte de P^tri d'un 
25 certain nombre de colonies dif f^rentes les unes des autres 

et qui correspondent k autant de souches . 

Chac\ine de ces colonies, autrement dit chacune des 
souches, est Isolde k partir de ce milieu et introduite dans 
un milieu liquide Zobell-Fucane constitue par 1/2 volume de 
30 Zobell et 1/2 volume d'une solution de fucane ^ 4 g/1 dans 

de I'eau de mer filtr^e. 

Sur chacune des souches ainsi Isoldes et introduites 
dans le milieu Zobell-Fucane, on effectue le test BSA pour 
d6tecter les souches f ucanolytiques . 
35 Lorsque le test est positif, la souche est repiqu^e 



sur milieu Zobell-Fucane pour verifier qu'elle continue k 
hydrolyser les fucanes du nouveau milieu; si tel est le cas, 
cela signifie que tout le dispositif genetique n^cessaire k 
la production de la fucanase est mis en place; on dit alors 
que la souche est induite par le substrat; autrement dit, la 
presence de fuccuies dcuis le milieu induit la production de 
1' enzyme par la souche. En raison de cet 6tat de choses, le 
test BSA est de nouveau effectu6 sur la nouvelle culture. 

En proc6dcUit ainsi, on a isol6 une souche qui a 6t.6 
d6nomm6e SW5 et qui donne un test BSA positif au bout de 3 
k 4 jours lorsqu'elle est cultivee sur milieu Zobell-Fucane. 

La susdite souche SW5, s61ectionn6e de la mani^re 
venant d'etre d^crite, a 6t6 deposee sous le n« 12171 dans 
la collection DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH) dont I'adresse est la suivante: 
Mascheroder Weg lb, D-38124 Braunschweig, Allemagne. 

La souche est en bttonnet Gram n^gatif, a^robie 
stricte, chimioorganotrophe et h6t6rotrophe . Au bout de 
trois jours de culture, les colonies sur milieu Zobell- 
Fucane solide sont petites (1 mm de diam^tre) et pigment^es 
en orange. La souche SW5 n^cessite de I'eau de mer pour sa 
croissance, sa temperature optimale de croissance se situant 
autour de 18-20«C. Aucune croissance n'est constat6e en 
dessous de IS^C et au-dessus de 2S°C . D'autres 
caract6ristiques ph^notypiques de la souche SW5 sont 
montr^es dans le tableau I ci-apr^s. 



TABLEAU I 

Caracteres physiologiqaes et biologiques de la souch 



Caractferes posltifs 



catalase 
a-cydodextrine 
dextrine 
glycogfene 
cellobiose 
D-fructose 
L-fiicose 
D-galactose 
gentobiose 
a-D-glucose 
a-D-Iactose 

maltose 
D-mannose 
p-m6thyl-D-gIucoslde 

turanose 
mono-m6thyl-$ucctnate 
D-galacturonate 
D-glucuronate 
D,L-lactate 
L-alanine 
L-alanyl-gJyclne 
L-asparagine 
aspartate 



L^utamate 
glycyl-L-aspartate 
glycyl-L-glutamate 
L-omlthlne 
L-proiine 
L-thr*onine 
urocanate 
glucose 1 -phosphate 
iJucose-6-phosphate 



Caractferes n^gatiCs 



oxydase 
flextrubine 
reduction des nitrates 
formation d'indole 
fermentation arginine dlhydrol 
urease 
tween 40 
tween 80 
N-ac6tyl-D-galactosamine 
N-acfityl-D-glucosamine 
adonlto! 
L-arabinose 
D-arabltol 
6rydiritol 
m-ino$itol 
lactulose 
D-mannltol 
D-m6libiose 
D-psicose 
D-rafflnose 
L-rhamnose 
D-sorbitoI 
sucrose 
D^tr6halose 



xylltol 
methyl pyruvate 
ac6tate 
ds-aconltate 
citrate 
formate 
D-galactanate laaone 
D-gluconate 
D-glucosamlnate 



Caracteres n^gatifs (suite) 



a-hydroxybutyrate 
p-hydroxybutyrate 
y-hydroxybutyrate 
p-hydroxyph6nylac6tate 
itaconate 
a-k6tobutyrate 
a-k6to8jutarate 
a-k6tovaI6rate 
malonate 
propionate 

quinate 
D-saccharate 
s^bacate 
succinate 
bromosuccinate 
succinamate 
glucuronamate 
aiininamlde 
D-alanine 
L-hlstidine 
D,L-camltlne 
Y-aminobutyrate 
inosine 
uridine 



thymidine 
ph6nyI6thylamlne 

putrescine 
2-amino6thanol 
2,3-butanedlol 
glycerol 
D-,L-a-glyc6roI phosphate 



L' identity, a 1' echelon de I'esp^ce, de la souche 
SW5 a ete etablie par la sequence nucleotidiciue ID No.l du 
g^ne codant pour I'ARN 16S. 

La comparaison de la sequence de ce gene avec les 
g^nes homologues issus de bact^ries du groupe CFB 
( cytophag^a-FlavoJbacterium-BacteroIdes) a permis de 
construire un arbre phylogenetique dont il resulte que la 



souche appartient k la famille des Flavobacteriaceae 
(Bernardet et al, 1996, International Journal of Systematic 
Bacteriology, Jan: 128-148) et qu'elle est proche de 
Gelidibacter algens (Bowman et al, 1997, international 
Journal of Systematic Bacteriology, July: 670-677), une 
souche isolee des glaces de I'Antarctique. 

II s'ensuit que le proc6d6 conforme k 1' invention 
pour la preparation des susdits fuco-oligosaccharides est 
caracteris6 par le fait que I'on soumet un substrat 
constitue par une mati^re premiere k base de fucanes k une 
hydrolyse enzymatique k I'aide d'une enzyme fucanolytique 
susceptible d'§tre obtenue a partir d'une souche bact6rienne 
depos^e sous le 12171 dans la collection DSMZ . 

Les fuco-oligosaccharides conf ormes k 1 ' invention 
sont egalement caract6ris6s par le fait qu'ils sont 
susceptibles d'etre pr^par^s par mise en oeuvre du precede 
conforme k 1' invention. 

La bact^rie SW5 secrete dans son milieu de culture 
des quantit^s signif icatives d' activity fucanase, pouvant 
Stre utilisees k temperature ambiante, en milieu tamponn^ a 
pH 7,5, voire dans I'eau. 

La preparation du substrat, autrement dit des 
fucanes qui doivent §tre soumis k 1' action de 1' activity 
enzymatique, . est effectuee comme suit. 

On soumet 150 kg d'algue brune Pelvetia canaliculata 
k un broyage en vue d'obtenir des fragments de 2,5 k 3 mm, 
en utilisant un dispositif d^sign^ par Comitrol 2100 et 
commercialise par la Societe Urschel. 

Ces fragments sont so\amis k une extraction par 800 1 
d'acide chlorhydrique 0,01 N contenant 4% en poids de CaCla 
en maintenant une agitation pendant 3 heures k 10°C. 

La suspension de fragments d'algue ainsi trait^e est 
decantee pendant 2 h.3 0 et le r^tentat obtenu est 
centrifuge,- le surnageant de 1' operation de centrifugation 
est soumis a une ultrafiltration tangentielle sur des 



membranes de 50 kDa. Le r^tentat obtenu k 1' issue d6 cette 
ultrafiltration tangentielle est atornis^ k I'aide- d'un 
dispositif d^sign6 par 1 ' appellation Miro et commercialise 
par la Soci6t6 Minor Production. 
5 Le r^sultat de cette atomisation est une poudre 

constitute majoritairement par des f ucanes . 

Cette poudre est soumise k une purification 
suppltmentaire par remise en solution, centrifugation, 
precipitation du surnageant a I'ethanol, remise en solution 
10 du pr6cipit6 dans I'eau et ultrafiltration de la solution 

aqueuse sur des membranes de 30000 Da. 

Le rttentat issu de cette ultrafiltration est soumis 
k une lyophilisation et constitue le substrat rechercht; on 
le designe par FS28EtOH. 
15 Ce substrat, autrement dit cette poudre de f ucanes, 

est soumis k I'activite enzymatique obtenue k partir de la 

bacttrie SW5 . 

Pour ce faire, on prepare une solution k 1 g/1 de 
substrat FS28EtOH dans du tampon Tris (20 mM, pH 7,5); on 
20 prtleve 50 ul de cette solution et on la melange k 10 ]il de 

la fraction prottique k tester qui contient I'activit^- 
enzymatique obtenue k partir de la bacterie SW5. 

Le melange est maintenu pendant 1 heure k 

temperature ambiante. 
25 L'hydrolysat final contient le melange de fuco- 

oligosaccharides conformes k 1' invention. 

Get hydrolysat est soumis a une electrophor^se en 
vue de mettre en Evidence de fagon qualitative la presence 
de fractions oligosaccharidiques ; cette tlectrophor^se est 
30 effectute sur gel de polyacrylamide en utilisant la 

technique dite C-PAGE decrite par Zablackis E. et Perez J. 
(1990) dans 1' article intitule "A partially pyruvated 
carrageenan from Hawaiian Grateloupia. filicina (Crypto- 
nemiales, Rhodophyta) paru dans "Bot. Mar." 33: 273-276. 
35 Les profils de degradation des fucanes obtenus a 
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I'aide de 1' enzyme produite par la bact^rie SW5 montrent que 
l^activite enzymatique de la souche en question est de type 
endolytique; il a et6 reraarqu6 au cours des essais que les 
fucanes pr^sentent des elements de structure semblables 
quelle que soit I'algue brune dont ils sont extraits, 

L'activite endo-fucanase de la souche SW5 a et6 
purifi^e ^ 1 'homogeneite 61ectrophor6tique; on a d^termin^ 
que la prot^ine en question a une masse moleculaire 
d' environ 105 kDa. 

Trois peptides internes ont alors 6te micro- 
sequences , 

On a ainsi obternu les micros equences ID No, 2, ID 
No. 3 et ID No. 4, 

La purification de l'activite endo-fucanase dont il 
a Bt6 question plus haut, a 6te effectude k I'aide d'un 
syst^me commercialism sous 1' appellation FPLC® par la 
Soci^te Pharmacia; ce syst^me a et6 plac6 ^ 4°C. 

Apr^s cinq jours de culture de la souche SW5 dans 
6 1 de milieu Zobell-Fucane, on precede a une micro- 
filtration sur un dispositif du type Pellicon de la Soci6t6 
Millipore equip6 d'une cassette de 0,45 ym (Millipore) puis 
k une ultrafiltration sur une cassette PTGC de 30 000 Da. 

Pour le f ractionnement des pro twines, on precede de 
la fagon suivante: 

Pour le premier f ractionnement de 0 ^ 40%, on ajoute 
k la solution prot^ique du (NH4)2S04 ^ 242 g/1 petit k petit 
et sous agitation lente k 4^0. Lorsque tout le sulfate 
d'ammonixim est dissous, la solution est centrifugee; le 
culot, qui represente la fraction entre 0 et 40% n'est pas 
conserve tandis que le surnageant est soumis k un nouveau 
f ractionnement de 40 a 50%. Ce f ractionnement est realise 
par addition de (NH4)2S04 ^ 130 g/1 petit ^ petit et sous 
agitation lente k 4°C- Lorsque tout le solide est dissous, 
la solution est centrifugee; le culot, qui represente la 
fraction proteique entre 40 et 60% de saturation du sulfate 
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d' ammonium, est conserve et resolubilis^ dans le tampon Trxs 
20 iiiM pH 7,5, NaCl 50 mM, CaClz 5 mM, MgClj 5 mM. 

La fraction entre 40 et 60% de saturation du sulfate 
d' ammonium est dilute 20 fois dans du tampon Tris 20 mM pH 
7,5 et resatur^e k 40% de {NH4)2S04. 

L'^chantillon ainsi obtenu est inject4 sur une 
colonne de chromatographie d' interaction hydrophobe k base 
de Phenyl Sepharose CL4B Pharmacia k raison de 1 ml/min. 

La colonne est prealablement ^quilibree avec du 
tampon Tris pH 7,5; (NH4)2S04 a 40%. Le gradient s'effectue 
par diminution de la concentration en (NH4)2S04 de 1,8 M 
(40%) ^ 0 M dans du tampon Tris en 3 volumes de colonne, 
puis par 2 volximes de tampon sans (NH4)2S04. 

Chague fraction prot^ique est utilis^e pour 
hydrolyser le fucane FS28EtOH. L'hydrolysat est prepare 
comme d^crit pr6c6demment par ajout de ladite fraction k une 
solution de fucane k 1 g/1 dans du tampon Tris 20 mM pH 7,5 
contenant des sels . L'hydrolysat est alors test^ par la 
technique C-PAGE. Les fractions dites "positives sur C-PAGE" 
sont celles qui generent un profil electrophor^tique 
contenant des fi^ions-d' oligo-fucosacchar-ides . 



Les fractions qui generent un profil de degradation 
positif sur gel de polyacrylamide sont rassemblees et 
dilutes 5 fois dans du tampon Tris 20 mM pH 7,5; NaCl 5 mM 
avant d'Stre injectees sur une colonne de chromatographie 
d'6change d' anions charg^e en DEAE Sepharose CL6B 
commercialise par la Soci^t^ Pharmacia. 

Les proteines sont eluees par un gradient de NaCl de 
5 mM ^ 1 M en 3 volumes de colonne, k 1 ml/min. 

Ces fractions sont ensuite injectees a raison de 100 
pi sur une colonne de filtration, charg^e de gel Superdex 
200 commercialise par la Society Pharmacia et prealablement 
equilibree k raison de 0,5 ml/min dans du tampon phosphate 
de sodium 50 mM pH 7,0; NaCl 150 mM. 

La fraction active, identifi^e par la technique C- 
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PAGE, est recueillie et la puret6 de la prot^ine est 
determinee sur un gel SDS a 12,5% en utilisant le dispositif 
Phast-System® de la Societe Phainnacia. Les marqueurs 
moleculaires utilises sont les standards de 14,5 a 200 kDa 
commercialises sous 1 ' appellation "broad-range" par la 

Societe Biorad- 

Pour la preparation des fuco-oligosaccharides , on 
peut avoir recours k plusieurs mettiodes dont deux sont 
decrites ci-apres, 

Dans une premiere methode, on laisse agir 1' enzyme 
jusqu'^ consommation complete du substrat; on incube pendant 
24 heures un fucoidane de Pelvetia canaliculata en presence 
de I'enzyme partiellement purifiee, puis on ultrafiltre les 
produits d'hydrolyse sur membrane de 500 Da. On obtient 
ainsi une fraction designee par 127 . 

Du point de vue pratique, on hydrolyse un fucane 
extrait de Pelvetia canaliculata (fraction FS28EtOH) a la 
temperature ambiante pendant 24 heures, en ajoutant a 
1 litre de substrat d'une concentration de 5 g/1 dans le 
tampon Tris 20 mM pH 7,5; NaCl 50 mM; MgCls 5 mM; CaCl2 
5 mM, une quantity de 30 ml de pr^cipit^ d' enzyme au sulfate 
d'ammonium 40-60% (3,02 mg de proteines) . 

L'hydrolysat ainsi obtenu est complete par de I'eau 
distillee jusqu'a^20 1, puis ultrafiltre sur un syst^me 
d' ultrafiltration tangentielle de 10 000 Da en utilisant une 
cassette 0,46 m^ PTGC de la Societe Millipore avec une 
pression d' entree de 6,5 bars et une pression de sortie de 
5 , 5 bars . 

L'ultraf iltrat ainsi obtenu est recup^r^ et de 
nouveau ultrafiltre sur 500 Da en utilisant le dispositif 
commercialise sous la marque Omega Centraset OM500DC05 par 
la Societe Pall Filtron avec 1 bar en entree de circuit et 
une pression nulle de sortie; cette nouvelle ultrafiltration 
vise ^ dessaler 1 'ultraf iltrat . 

En vue de fractionner les oligomeres, le retentat 
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est de nouveau ultrafiltre sur 500 Da mais avec des 
pressions d' entree de 2,5 bars et 2 bars a la sortie.- 

Le filtrat qui passe le seuil de coupure de 500 Da 
(environ 20 1) de la membrane est ensuite concentr6 sur 
6vaporateur rotatif , neutralise au carbonate d' ammonium puis 
lyophilise en utilisant le dispositif commercialism sous la 
marque Lyolab A LSL par la Societe Secfroid. Le lyopbilisat 
ainsi obtenu contient les oligofucanes appeles 127 . 

Les oligofucanes de la fraction 127 ainsi obtenus 
ont 6te soumis k un f ractionnement suppl^mentaire par 
chroma tographie d'^change d'ions et filtration de gel. 

Le chromatogramme de filtration obtenu sur tin gel de 
la marque BIOGEL P6 est reproduit sur le graphique de la 
figure 2 qui montre en abscisse le volume d' 61ution (Ve) 
exprim^ en ml et en ordonn6es I'indice ref ractometrique (RI) 
de I'eluat. 

La structure des oligosaccharides ainsi obtenus 
(pics lA k 4A du chromatogramme) a ^te analysee par RMN 
bidimensionnelle . 

II s'agit, dans le cas des pics 4A et 3A, 
respectivement d'un t^trasacchar^rde-^tr-d-'un-hexasaccharide— 
formes par des r^sidus de fucose alternativement relics par 
des liaisons a(l->3) et a(l->4) et sulfates sur leur carbone 

2 (figure 1) . ^ 

Les pics 2A et lA sont, quant a eux, constitu^s par 
des melanges de DP variable d' oligosaccharides de la m€me 
s^rie homologue, mais pouvant comporter des branchements . 

Ce r^sultat sugg^re que les polysaccharides de 
depart sont constitues, au moins partiellement, par la 
repetition de motifs a-L-Fuc-2-sulfate-l->3-0(-L-Fuc-2- 
sulfate-l->4 non d^crits ci ce jour. 

Une deuxieme methode comporte une hydrolyse en 
continu; elle consiste, k I'aide d'une membrane 
d' ultrafiltration de 3 0 kDa, a soustraire k 1' action de 
1' enzyme les oligofucanes a mesure de leur formation. La 
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fraction ainsi obtenue est designee par "fraction 12 5" et 
contient des oligofucanes de masse moleculaire plus elev6e 
que ceux constituant la fraction 127. 

Du point de vue pratique, on dissout le substrat 
(50 g de FS28EtOH) dans 10 litres d'eau distill^e. 

Pour effectuer I'hydrolyse, on ajoute 25 ml d' enzyme 
sous forme d'une fraction pr6cipit6e au sulfate d'ammoniiim 
entre 40 et 60% de saturation, dans 2 litres de substrat; 
1 'ultrafiltration en continu est engagee apr^s 30 minutes. 

Pour cette ultrafiltration, on utilise un appareil 
de marque Pellicon comportant une cassette de 3 0 000 Da, 
ledit appareil 6tant regl6 sur 1 bar en entree et 0 bar en 
sortie pendant toute la dur^e de I'hydrolyse. 

La sortie du filtrat est partiellement ferm6e pour 
maintenir le d^bit de filtration k 2 1/h. 

Les caract^ristiques de 1' enceinte r^actipnnelle 
sont choisies de fagon k permettre un approvisionnement de 
I'enzyme en substrat jusqu'^ ^puisement des 10 litres et le 
maintien d'un volume fixe d'hydrolyse de 2 litres. 

L'hydrolyse est poursuivie en ajoutant de 1 ' eau 
distill^e (8 litres) en continu jusqu'^ ce que le filtrat ne 
contienne plus d' oligom^res . 

On obtient 18 litres d'un ultrafiltrat qui est 
concentre jusqu'^i environ 1 litre ^ I'aide d'un appareil 
Pellicon 6quip6 d'une cassette de 500 Da, la pression 
d' entree 6tant de 2 bars et la pression de sortie de 0; une 
concentration supplementaire jusqu'^ 200 ml est effectu6e 
par Evaporation rotative, puis le concentrat est neutralise 
et lyophilise. 

Le filtrat, qui contient les fractions de faible 
poids moleculaire (c ' est-a-dire capable de passer sur une 
membrane au seuil de coupure de 500 Da) n'a pas et6 
conserve . 

La fraction 125 designe les oligofucanes retenus 
entre les seuils de coupure de 500 Da et 30000 Da. 
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On a 6t.udi6 1' activity biologique des fractions 127 
et 125 sur les plantes. 

L'effet 61iciteur direct de ces fractions a ete 
analyst sur des cultures de cellules de Tabac BY. 
5 Cinq raarqueurs des reactions de defense ont 6t6 

testes ind^pendamment , h savoir: 

- I'alcalinisation du milieu de culture (reponse 
pr4coce couramment observ^e lorsque les plantes sent 
incub^es en presence d'^liciteurs oligosaccharidiques) , 

10 - les niveaux d'activite "phenylammonia lyase" (PAL) 

qui est une enzyme cle pour la synthase des phytoalexines 

Chez les plantes, 

- les niveaxax d'activite O-m^thyl transferase (OMT) 
qui est une enzyme impliqu^e dans la synthase de lignine, 

15 - les niveaxix d'activite lipoxygenase (LOX) qui est 

une enzyme impliquee dans la generation de jasmonate de 
methyle, un element des cascades de signalisation 
aboutissant ^ 1' activation de genes de defense et 

- les teneurs en acide salicylique (SA) qui est un 
20 autre messager secondaire implique dans les reactions de 

defense. 

La fraction 127, administree k une dose de 200 mg/1, 
induit une alcalinisation du milieu de culture des cellules 
de tabac de 1 a 1,5 \mites pH. Par rapport aux cellules non 
25 traitees, les activites PAL et OMT sont stimuiees 

respectivement d'un facteur 50 k 600 et 2,0 ^ 2,8, entre 
4 heures et 8 heures aprfes 1' addition de 127 au milieu de 
culture. 

L'activite LOX, mesuree 18 heures apres 1' addition 
30 de 127 k la dose de 200 mg/1 est 7 fois plus importante que 

dans les cellules temoins. De m&tie, 3 heures apr^s le debut 
du traitement, les teneurs en acide salicylique sont 70 fois 
plus importantes que dans les cellules non traitees. 

Des resultats analogues ont ete observes avec la 
35 fraction 125. On note toutefois une stimulation plus forte 
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de I'activit^ LOX, jusqu'^ un facteur multiplicatif de 55 
par rapport a\jix cellules temoins. 
iJiVi-,, .t:.,T. La figure 3 illustre 1' influence de la fraction 125 
J|^tJ'sli-r1^^iU.^|;i|r'u^^^ de 1' activity PAL dans les cellules de 

l|SliniilB-£L>f 'l^l'^^ili'i^^ de 1' activity exprim^e en 

^^^97*^^i-mS^ ,11 IS'KW'^'-' fralche de suspension 

jF''^gQ3,.l exprime en heures pour trois 

If ; ^'*a<fn&e£ferations , a savoir 200 iug/1, 50 mg/l et 10 mg/1 et 
pour un t^moin. 

L'examen de la figure 3 montre que des 
concentrations de 10 mg/1 sont suffisantes pour d^celer una 
stimulation significative par rapport aux cellules temoins 
non 61icit6es et on observe une saturation de la reponse 
pour les concentrations sup6rieures k 50 mg/1. 

Les resultats de ces experiences montrent que les 
oligofucanes conformes k 1' invention sont reconnus comme des 
61iciteurs par les cellules de tabac. 

Par rapport ^ des cellules non trait6eS/ ils 
stimulent tr^s fortement (c' est-^-dire dans des proportions 
tout k fait comparables It celles d'autres 61iciteurs comme 
les oligopectines et les oligo p 1-3 glucanes) , les 
activit^s PAL, LOX et OMT ainsi que les teneurs en SA. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFOKMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: LcdDoratoires GOEMAR S-A. 

(B) RUE: ZAC de la Madeleine 

(C) VILLE: SAINT MALO 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 35400 

(G) TELEPHONE: +33 2 99 21 53 70 
(G) TELEFAX: +33 2 99 8256 17 
(G) TELEX: 

(ii) TITRE DE L* INVENTION: Fuco-oligosaccharides , enzyme pour leur 
preparation k partir des fucanes, bact^rie productrice de 1' enzyme et 
applications des fuco-oligosaccharides a la protection des plantes . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 4 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: disquette 

(B) ORDINATEUR: IBM PC cornpatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: 

(v) DONNEES DE LA DEMANDE ACTUELLE: 
NUMERO DE LA DEMANDE: 
DATE DE DEPOT: 21 septembre 1998 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1474 nucleotides 

(B) TYPE: sequence nucieotidi<iue 

(C) NOMBRE DE BRINS: double brin 

(D) CONFIGURI^TION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: g^nr de I'ARN 16S 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(iv) ANTI-SENS: non 

(vi) ORIGINS: , 

(A) ORGANISME: CNRS, Station Biologi<3ue, Laboratoire de 
Biologie cellulaire et moleculaire des algues, 29682 
Roscoff Cedex 

(B) SOUCHE: SW5 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

AGAGTTTGAT CNTGGCTCAG GATGAACGCT AGCGGCAGGC CTAACACATG CAAGTCGAGG 060 

GGTAGAGAGA GCTTGCTTTT CTTGAGACCG GCGCACGGGT GCGTAACGCG TATACAATCT 120 

GCCTCTTACT GCGGGATAGC CCAGAGAAAT TTGGATTAAT ATCGCATAGC ATAACGACCC 180 

CGCATGGGAT GTTATTAAAG GTTACGGTAA GAGATGAGTA TGCGTTCTAT TAGCTAGATG 240 

GAGTGGTAAC GGCACACCAT GGCAACGATA GATAGGGGCC CTGAGAGGGG GATCCCCCAC 300 

ACTGGTACTG AGACACGGAC CAGACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTGAGGAA TATTGGACAA 360 

TGGAGGCAAC TCTGATCCAG CCATGCCGCG TGCAGGAAGA CGGCCCTATG GGTTGTAAAC 420 

TGCTTTTATA CGGGAAGAAA CACCGCTACG TGTAGCCTTT GACGGTACCG TAAGAATAAG 480 

GATCGGCTAA CTCCGTGCCA GCAGCCGCGG TAATACGGAG GATCCAAGCG TTATCCGGAA 540 

TCATTGGGTT TAAAGGGTCC GTAGTGGATG ATTAAGTCAG AGGTGAAATC CTGCCGCTCA 600 

ACGGTAGAAT TGCCTTTGAT ACTGGTTATC TTGAATCAAT GTGAAGTGGT TAGAATATGT 660 

AGTGTAGCGG TGAAATGCAT AGATATTACA TAGAATACCA ATTGCGAAGG CAGATCACTA 720 

ACATTGTATT GACACTGATG GACGAAAGCG TGGGGAGCGA ACAGGATTAG ATACCCTGGT 780 

AGTCCACGCC GTAAACGATG GATACTAGCT GTTCGGATTT ATCTGAGTGG CTAAGCGAAA 840 

GTGATAAGTA TCCCACCTGG GGAGTACGTT CGCAAGAATG AAACTCAAAG GAATTGACGG 900 

GGGCCCGCAC AAGCGGTGGA GCATGTGGTT TAATTCGATG ATACGCGAGG AACCTTACCA 960 

GGGCTTAAAT GTAGATTGCA TTAGGTGGAG ACACTTATTT CTTCGGACCA TCTACAAGGT 1020 

GCTGCATGGT TGTCGTCAGC TCGTGCCGTG AGGTGTCAGG TTAAGTCCTA TAACGAGCGC 1080 

AACCCCCGTT GTTAGTTGCC AGCGAGTCAT GTCGGGAACT CTANCAAGAC TGCCAGTGCA 1140 

AACTGTGAGG AAGGTGGGGA TGACGTCAAA TCATCACGGC CCTTACGTCC TGGGCTACAC 1200 

ACGTGCTACA ATGGTAGGGA CAGAGAGCAG CCACTGGGCG ACCAGGAGCG AATCTATAAA 1260 

CCCTATCACA GTTCGGATCG GAGTCTGCAA CTCGACTCCG TGAAGCTGGA ATCGCTAGTA 1320 

ATCGCATATC AGCCATGATG CGGTGAATAC GTTCCCGGGC CTTGTACACA CCGCCCGTCA 1380 

AGCCATGGAA GCTGGGAGTG CCTGAAGTCC GTCACCGCAA GGAGCGGCCT AGGGTAAAAT 1440 

CGGTAACTAG GGCTAAGTCG TAACAAGGTG TCCG 1474 



(3) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: sequence peptidique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple brin 

(D) CONFIGURATION: liniaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: prot^ine 
(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(iv) ANTI-SENS: non 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: CNRS, Station biologique, Laboratoire de 
biologie cellulaire et mol^culaire des algues, 29682 
Roscoff Cedex 

(B) SOUCHE: SW5 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 1: 

Gin Thr Ala Asn Thr Thr Tyr Gly lie Asn Thr Val Ala Ser Met 

5 10 15 
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(4) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 acides amines 

(B) TYPE: sequence peptidique 

(C) .NOMBRE DE BRINS: simple brin 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Thr Ser Gly Pro Asp Trp Leu Thr He Gin Gin Thr Asp Ala Asn 

5 • 10 

Gly Lys 



(5) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 acides amines 

(B) TYPE: sequence peptidique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple brin 

( D ) CONFIGURATION : 1 ineair e 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

He Thr Val Asp His Val Ala Gly Phe Thr Asn Leu Trp Asn Gly 

5 10 . ^-^ 



Pro 
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REVENDICATIONS 

1. Fuco-oligosaccharides sulfates dont le degr^ de 
.polymerisation est de 4 a 100, de preference de 4 ^ 20 unites 

a-L fucose, 

2. Fuco-oligosaccharides r^pondant aux formules (I) 
et (ID representees ^ la figure 1. 

3 . Souche bactdrienne en b^tonnet Gram ndgatif 
deposee sous le N° 12171 dajis la Collection DSMZ. 

4. Endofucanase susceptible d'etre obtenue k partir 
de la souche bacterienne selon la revendication 3 , 

5. G^ne(s) d' endofucanase caract^ris^s par le fait 
qu'il(s) cod(ent) pour des prot^ines contenant les 
micros^quences ID No. 2, ID No. 3 et ID No. 4. 

6. Precede de preparation des f uco-oligosaccharides 
selon les revendications 1 et 2, caracterise par le fait qu'il 
comporte une ^tape d'hydrolyse enzymatique mettant en oeuvre 
1 ' endofucanase selon la revendication 4. 

7. Fuco-oligosaccharides susceptibles d'§tre obtenus 
par mise en oeuvre du proc6d6 selon la revendication 6. 

8 . Composition phytopharmaceutique pour la protection 
des plantes comprenant une quant ite efficace de fuco- 
oligosaccharides selon I'lone des revendications 1, 2 et 7 . 

9, Utilisation pour un traitement de protection des 
plantes, des fuco-oligosaccharides selon I'une des 
revendications 1, 2 ou 7. 



1. 



I'aide de 1 ' enzyme produite par la bact^rie SW5 montrent que 
1' activity enzymatique de la souche en question est de type 
endolyticjue; il a 6t6 remarque au cours des essais que les 
fucanes presentent des elements de structure semblables 
quelle que soit I'algue br\me dont ils sont extraits, 

activity endo-fuccuiase de la souche SW5 a 6t6 
purifiee a I'homog^ i^it6 61ectrophor4tique; on a determine 
que la prot^ine en question a une masse mol6culaire 
d' environ 105 kDa. 

Trois peptides internes ont alors 6te micro- 
s^quenc^s. 

On a ainsi obtenu les micros6quences ID No. 2, ID 
No -3 et ID No- 4. 

L' invention vise ^galemcmt leo genes d' endof ucanace 
caracteris^s par le fait qu'ils codent pour des prot^ines 
contenant les micros ^Qcuences ID No. 2, id No. 3 et ID No. 4. 

La purification de I'activite endo-f ucanase dont il 
a 6t6 question plus haut. a et6 effectuee k I'aide d'un 
systfeme commercialism sous 1 ' appellation FPLC® par la 
Soci6t6 Pharmacia; ce systfeme a 6t4 place i 4<'C- 

Aprfes cinq jours de culture de la souche SW5 dans 

6 1 de m ilieu Zobell-Fucane. on procfede a une micro- 

filtration sur un dispositif du type Pellicon de la Soci^te 
Millipore equipe d'une cassette de 0,45 pin (Millipore) puis 
une ultrafiltration sur une cassette PTGC de 3 0 000 Da. 

Pour le fractionnement des proteines, on precede de 
la fagon suivante: 

Pour le premier fractionnement de 0 ^ 40%, on ajoute 
la solution prot^ique du {NH4)2S04 ^ 242 g/1 petit a petit 
et sous agitation lente a 4°C, Lorsque tout le sulfate 
d' ammonium est dissous, la solution est centrifug^e; le 
culot, qui reprdsente la fraction entre 0 et 40% n'est pas 
conserve tandis que le surnageanc est soumis ^ un nouveau 
fractionnement de 40 ^ 60%. Ce fractionnement est realis6 
par addition de {NH4)2S04 a 130 g/1 petit ^ petit et sous 
agitation lente a 4^C. Lorsque tout le solide est dissous, 
la solution est centrifugee; le culot, qui represente la 
fraction proteique entre 40 et 60% de saturation du sulfate 




REVENDICATIONS 

1. Fuco-oligosaccharides sulfates dont le degr6 de 
polymerisation est de 4 k 100, de preference de 4 ^ 20 
unites a-L f ucose . 

2. Fuco-oligosaccharides r6pondant aux fonnules (I) 
et (II) representees k la figure 1. 

3 . Procede de preparation des fuco-oligosaccharides 
selon les revendications 1 et 2, caracterise par le fait 
qu'il comporte une etape d'hydrolyse enzymatique mettant en 
oeuvre une endofucanase susceptible d'etre obtenue a partir 
de la souche bacterienne en bStonnet Gram negatif deposee 
sous le N° 12171 deins la Collection DSMZ. 

4. Fuco-oligosaccharides susceptibles d'etre obtenus 
par mise en oeuvre du precede selon la revendication 3 , 

5 . Composition phytopharmaceutique pour la 
protection des plantes comprenant une quantite efficace de 
fuco-oligosaccharides selon I'une des revendications 1, 2 et 
4, 

6. Utilisation pour vin traiteraent de protection des 
plantes, des fuco-oligosaccharides selon I'une des 
revendications 1, 2 ou 4 . 
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FIG. 3 
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